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　　　　　　　　　　　　　　（Cんかげ＝　．島’（グ　T．翫9召の
　　　MyQsin　ATPase　activity　in　the且exor　carpi　radialis　muscle（FCRM）飾ers　of　the　mal．e　frQg，　Rαη．α
プご4）o疵6α，during　the　mating　season　was　examined　histoche．mically，　and　the　follow玉ng　results　were　obtained．
　　　1）The丘bers　in　FCRM　were　divided　into　two　groups，　dark　and　light飾ers，　by　staining　after
preincubation　in　acid　with　the　procedure　of　Guth　and　Sa血aha（G－S　procedure）for　staining　of　myosin
ATPase．　On　the　other　hand，　after　preincubation　in　alkali，　all　fibers　were　stained　uniformly　and　inter－
mediately，　thus　the　fibers　were．　not　divided　into　grQups．
　　　2）When　the且bers　were　stained　with　the　procedure　of　Padykula　and　Hermann（P－H　procedure）for
staining　of　myosin　ATPase，　the丘bers　were　divided　into　two　groups，1ight　and　dark　fibers．
　　　3）In　the　serial　cross　sections，　the且bers　stained　dark　after　the　pre．incubation　in　acid　with　G－S
procedure　were　stained　relatively　light　with　P－H　procedure，　and　had　intermediat．e　activity　of　succinic
dehydrogenase（SDH）．　In　contrast，　the　fibers　stained　Iight　after　the　preincubation　in　acid　with　G－S・
procedure　were　stained　dark　with　P－H　procedure，　and　were　subdivided　in．to　two　grQups，　one　of　which
had　a　high　SDH　activity　and　the　other　a　low　SDH　activity．
　　　4）The　fibers　st．ained　dark　after　the　preincubation　in　acid　with　G－S　procedure　occupied　21．6％and
their　mean　diameter　was　97、2μm，　whereas　the　light　fibers　occupied　78．4％and　their　mean　diameter　was
84．5μm．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　19，1978　and　accepted　June　6，1978）
1　諸 言
　前報1）で繁殖期におけるオスガエルの挽腕屈筋（且exor
carpiエadialis　muscle，　FCRM）について組織化学的に
酸化的酵素活性およ．び解糖的酵素活性の面から検討し，そ
の機能について考察を加えた．つまりFCRMにおいて持
続性を要する活動に対応している線維は約86％に及び，
これらの線維はThibert　and　Nicolet2＞の報告している
FCRMの疲労しにくい性質にも対応することが．示唆され
た．しかしFCRMの収縮速度に関しては言．及することが
で．きなかった．
　B直rany3）はmyosin　ATPase活性と筋の収縮速度の間
には直接的な比例関係があることを報告している．また最：
近は各種筋線維の組織化学的研究にmyosin　ATPase活
性の検討もしぼしば用いられている4～8）・
　そこで今回われわれは，組織化学的な面からFCRMの
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収縮の性質を明らかにするためにmyosin　ATPase活性
について検討を行った・
　　　　　　　　　2　材料および方法
2・1材料：繁殖期（3～4月）のカエル（R嗣αブ⑫07z∫cα）
のオスより摘出したFCRMを用いた・
2・2凍結切片の作製；応報1）に準じ今回はすべて20μm
の凍結切片を作製した．
2・3　組織化学的検査法
　皿yosin　ATPase：エnyosin　ATPaseの証明法はGuth
and　Samaha4）（G－S法）およびPadykula　a且d　Herエnanng）
（P－H法）の方法にしたがった・すなわちGuth　and
Samaha4）の方法ではacid（pH　4．35）およびalkali（pH
10．4）の条件下でおのおの10および15分間preincubation
を行い，その後pH　9．4に調整した基質液（100　mM　2－
amino－2－methy1－1－propanol，18mM　CaC12，2．7mM　ATP）
中で20～40分間反応させ黄色硫化アンモソで発色させた．
なおalkali　preincubationを行う切片のみbu任ered　for－
maldehyde（5％formaldehyde，2GO　mM　Na　cacQdylate，
68mM　CaC1，340　mM　sucrose）で固定した・
　P。dyk。1。・nd　H・・m・nng）の方法では0・1　N　N・OH
でpH　9．4に調整した基質液（20　mM・・di・m　b・・bit・1・
18mM　CaC125エnM　ATP）中で25～35分間反応させ，
その後CaC12，　CoC12を通して黄色硫化アンモソで発色さ
せた．その発色の原理はGuth　and　Samaha4）および
Padykula　and　Hermann9）法のいずれも金属塩法である．
すなわち切片を基質液と反応させ，このときATPase作用
によるATP分解の結果として遊離したリン酸イオンを・
　リン酸カルシウムとして反応局所に沈着させる．これをコ
バルト塩を含む反応話中でリン酸コバルトとし，さらに黄
色硫化アンモンで硫化コバルトとして発色せしめる．
　　Succinic　dehydrogenase（SDH）＝回報に準じた．
2・4筋線維の直径の測定＝二二に準じた，
3　実験成績
3・1皿yosi血ATPase活性
　3・1・1Guth　and　Samaha法（G－S法）
。，id　p，ei。・ub・ti・・により，　FCRMはATP・・e活性
に関して濃染する線維（dark飾e■）すなわちacid　stable
ATPaseを有する線維と淡染する線維（light丘ber）すな
わちacid　labile　ATPaseを有する線維とに区別され・濃：
染する線維は比較的両端部に集中するように存在していた
（P1．1－A，2－A）．
　alkali　preincubatiQnを行った切片では・FCRMの線維
は一様に中等度の染色性を呈するのみで，染色の程度によ
り線維を区別することができなかった（PL　2－B）．　ATPase
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反応は基質液でのincubation時間に依存する4）ため，
incubation時間を変化（10～40分）させたが，染色性は変
らなかった．またpreincubationの時間の変化（30秒～
15分）およびpHを9．4とし，あるいはformaldehyde
固定の時間を変化させたが，染色性は同様であった．なお
方法の確認および比較のためにratのtibialis　anterior
muscleについても検討したが，同筋の線維はda■k且berと
1ight五berに区別することがでぎ，　Guth　and　Samaha4）・
水口・高氏5）の結果と一致した．
　3・1・2Padykula　and　Hermam法（PH法）
　P－H法で lkali　ATPase染色を行った切片では，
FCRMの線維は濃染する線維すなわちhigh　ATPase活
性を示す線維と淡算する線維すなわちlow　ATPase活性
を示す線維の2つに区別することができ，また淡染する線
維は比較的両端部に集中して存在していた（Pl．1－B，2－C）．
3・2SDH活性
　FCRMの線維はSDH活性の程度により3つのタイプ
に区別することができた．すなわちSDH活性が高く濃染
している線維，活性が低く淡起している線維およびそれら
の中間の染色性を示す線維が認められた（PL　1－C）．　この
成績は前報1）と同様である・
3・3　連続切片による比較
　上述の各々の染色を行ったものを連続切片について検討
した．Pl．2－Aと2－Cに示すようにacid　preincubation
により濃染した線維はP－H法にて香染し，逆に淡話した
繕騰P－H灘て濃染した・さらに・・id・t・b1・ATP・・e
を有する線維はSDH活性が中等度であり・acid／abile
ATPaseを有し，　P－H法にて濃染している線維にはSDH
活性が最も高い線維および低い線維が含まれていた（PI，
　2－A，2－C，2－D）．
3・4FCRMにおける各タイプの筋線維の割合と
　　　それらの直径の関係
　　FCRMを構成する上述の各筋線維の割合とそれらの直
Table　l　Cんαγとzc孟¢7一謡f‘∫げノ7θごτoプωゆゴ
　　　　　7・α4ガαz歪∫〃3㍑5‘♂ε
ATPase　activity
　G－Sprocedure　（acid　preincubation）
　P－Hprocedure
　SDH　activity
　stable　　　Iabile
　low　　　　　　high
intermediate　high，　low
　％　0壬　total
number　of丘bers21．6
78．4
mean　diameterμm　　　97．2
　　（・a・g・μm）　　（60－130）
　84．5
（35－125）
N＝232
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径の関係を232本の線維について計測した成績をTable　1
に示す，
　FCRMにおいてATPase染色に関してacid　stable
なATPaseを有する線維は21．6努であり，その平均直
径は97．2μmであった．逆にacid　labileなATPase
を有する線維は78．4％を占め，平均直径は84．5μmであ
った．
4　考　　察
　Guth　and　Samaha4）は各種筋線維におけるATPase
活性の組織化学的検討に際しATPase活性の差をより明
瞭にすべくacid（pH　4．35）およびalkali（pH　10．4）によ
るpreincubation後にATPase染色を行う方法を用いて
いる．彼らによれば哺乳動物の骨格筋では，一般にacid
labileでalkali　stableなATPaseを有する線維は活性
の高いATPase（type工1）を有し，反対にacid　stableで
alkali　labileな線維は活性の低いATPase（type　I）を有
するという．
　本研究においてオスガエルのFCRMに含まれる線維
は，哺乳動物の骨格筋の場合と同様にacid　stableな
ATPaseを有するものとacid　labile　ATPaseを有する
ものに区別された．他方alkali　preincubati・nの場合は同
様の区別ができず全体的に中等度に染色されるのみであっ
た．またpreincubationの基質液のpHの変化（pH　9．4）
によっても染色性は同様であった．　しかしalkali　prein－
cubationに関してratの骨格筋では従来の報告4・5＞のよう
に染色性により線維は2種類に区別された．カエル筋と
rat筋の間のこれらの差の理由は明らかでないが，おそら
く哺乳類筋とカエ・ル筋のmyosin　ATPaseの至適pHに
差のあることが示唆される．
　Padykula　and　Herma皿g）の方法ではFCRMに含ま
れる線維は活性の高いATPaseと活性の低いATPaseを
有するものに区別することができた・また連続切片の所見
からP－H法によりhigh　ATPase活性を示す線維はG－S
法によるacid　labileなATPaseを有する線維であり，
逆にP－H法により10w　ATPase活性を示す線維はG－S
法によるacid　stableなATPaseを有する線維であるこ
とが確認された．以上よりG－S法でalkali　preincuba－
tiQnを行ったFCRMにおいて線維はATPaseの染色
性により2種類に区別できなかったが，P－H法によりacid
stableな線維は10w　ATPase活性（type　I）を，　acid
labileな線維はhigh　ATPase活性（type　II）を有する
ことが結論されると思われる．
　Barany3）によれぽ，一般に骨格筋の皿yosin　ATPase
活性と収縮速度の間には一定の相関があり，速い収縮を示
す筋ではmyosin　ATPase活性が高く，遅い筋では逆に低
いという．したがってこれを考慮すれば，FCRMの2L6％
を占めるlow　ATPase活性を示す線維はslow丘berに，
また78，4傷を占めるhigh　ATPase活性を示す線維は
fast丘berに相当すると考えるのは妥当であろう．また
Kr廿gerら10）はFCRMに関して，遅い収縮を起こす筋
に特徴的なFelder構造11）を示す線維が14．6％を占める
と報告しており，われわれのslow丘berの割合と比較
的近似している．この点も上述の考えを支持すると思わ
れる．
　前報1）ではSDH活性が中等度の線維が28．8弩であり，
本実験成績ではやや減少して21．6瑠であり両者に有意差は
なかった．またその直径に関して前報1＞と比較してみると
本実験成績の場合はやや太いが，そのrangeを考慮に入
れると各筋 ともほぼ弘報1）の場合と一致する．
ここでmyosin　ATPase活性とSDH活性を比較して
みるとhigh　ATPase活性を示す線維は，　SDH活性の高
い線維と低い線維に相当し，low　ATPase活性を示す線維
はSDH活性の中等度の染色性を示す線維に相当する．こ
のことはBarnard　86α♂7）．，　Close12），水口・高氏5）の哺乳
動物骨格筋についての報告と一致する．またFCRMでは
哺乳動物筋の場合と同様にSDH活性とPhosphorylase
（PhR）活性が逆関係にあるということを前田1）ですでに報
告した．Close12）は哺乳動物骨格筋について酸化的酵素活
性が低く，解糖的酵素活性が高く，そしてATPase活性
高い線維はfast　twitch　white丘berで持続性を要しな
いphasicな活動のために，酸化的酵素活性が高く，解糖
的酵素活性が低く，そしてATPase活性の高い線維は
fast　twitch　red丘berで持続性を要するphasicな活動
のために，両酵素活性が中等度でATPase活性の低い線
維はslow　twitch　intermediate丘berで持続性を要する
tonicな活動のために機能していると述べている．以上の
ことより哺乳動物筋における代謝系酵素活性と収縮の速さ
およびその持続性の関係についてのClose12）の考えをカ
エル筋すくなくともFCRMにまで一般化できると思われ
る．したがってカエルのFCRMに含まれているhigh
ATPaseを示しかつSDH活性の高い線維は疲労しにく
いfast　fiberであり，それは民報1）から約58％を占めて
いると考えられる・
　以上の考察を総合するとFCRM．に含まれるslow丘ber
の割合はわずか21．6勿であるが，この線維はSDH活性が
中等度である点から，この線維を含めて持続性を要する運
動に適すると思われる線維が大部分を占めていると結論さ
れる・これらの性質はオスガエルの持続的な性行動と密接
に関連していると思われる．
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5　要 約
　繁殖期におけるオスガエルの僥腕屈筋（且exor　carpi　ra－
dialis　muscle，　FCRM）に関．して組織化学的にATPase
活性について検討し，以下の結果を得た．
　1）Guth　and　Samahaの方法（G－S法）にしたがい，
acid　preincubationを行った切片では濃染する線維と淡
染する線維に区別された，alkali　preincubationを行った
切片では全体的に中等度の染色性を示すのみで，染色の程
度により．線維を区別することはできなかった・
　2）Padyku．1a　and　Hermannの方法（P－H法）にした
がい染色を行った切片ではATPase活性が高く濃染する
線維とその活性が低く淡染する線維に区別された・
　3）連続切片について検討することにより，acid　prein－
cubactionで濃染した線維はP－H法で淡染し，　SDH活性
では中等度の活性を示した．また反対にacid　preincuba－
tiQnにより淡乱した線維はP－H法で濃染し，　SDH活性
では高い活性および低い活性を示す線維を含んでいた・
　4）acid　prei且cubationにより濃染し，　P－H法で淡染
した線維は21．6％を占め，平均直径は97．2μmであった・
acid　preincubationにより．淡染しP－H法で濃染した線
維は78．4傷を占め，平均直径は84．5μmであった・
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Plate　1．
　　　　　　　　　　　　Expla恥atio皿of　Plates
Cross　sec亡ion　of丑ex・r　carpi　radialis　muscle．
A＝myosin　ATPase（preincubated　in　aci．d）（×36）．
B：myosin　ATPase（procedure　of　Padykula　and　Her皿ann）（×36）．
C：　succinic　dehydrogenase　（×100）．
Plate　2．Serial　cross　sect三〇ns　of且exor　carp1　radialis　muscle　（×180）．
A；皿yosin　ATPase（preincubated　ln　acid）、
B二myosin　ATPase（preincubated　in　alkali）．
C：myosin　ATPase（procedure　of　Padykula　and　Hermann）．
D：succinic　dehydrogenase．
Plate　l
Plate　2
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